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Verfahren zur Immobilisierung von biologischem Material.

@ Die Erfindung betrifft Verfahren zur Immobilisierung von
biologischem Material durch EinschluR in polymerisierte
Verbindungen, gegebenenfalls in Periform, das nach diesem
Verfahren erhiltliche immobilisierte biologische Material
und dessen Verwendung zu Biotransformationen.

Sie betrifft ebenfalls Verfahren zur Immobilisierung von
Protaminobacter rubrum durch EinschluB in polymerisierte
Verbindungen, das nach diesen Verfahren erhaltliche Prapar-
at und dessen Verwendung zu Herstellung von Isomaltulose
aus Sucrose.
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BAYER AKTIENGESELLSCHAFT 5090 Leverkusen, Bayerwerk
Konzernverwaltung RP :

Patentabteilung Bu/m-c

Verfahren zur Immobilisierung von biologischem Material

Die Erfindung betrifft Verfahren zur Immobilisierung
von biologischem Material durch EinschluB in polymeri-
sierte Verbindungen, gegebenenfalls in Perlform, das
nach diesem Verfahren erhdltliche immobilisierte bio-
logische Material und dessen Verwendung zu Biotransfor-

mationen.

Die Immobilisierung von Biokatalysatoren fithrt in der
Regel zu verfahrenstechnischen und wirtschaftlichen
Vorteilen. Es lassen sich chemische und physikalische
Eigenschaften, manchmal auch Selektivitdt und Spezifi-
tdt des Biokatalysators durch die Immobiliéierung modi-
fizieren,

Die Methoden zur Immobiliserung lassen sich allgemein
in folgende Gruppen einteilen '

Le A 22 947-aAusland
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Adsorption an vorgefertigte Tré&ger
- Rovalente Bindung an Trdger
- Quervernetzung

- Einschlu8 in eine Polymermatrix.

Das EinschluBverfahren beruht darauf, daf das Biomate-
rial hinsichtlich seines Bewegungsraumes w&hrend der
Polymerisation in ein Netzwerk mehr oder minder ein-
heitlicher Maschen- und Porenweite eingeschlossen wird.
Dieses Polymernetzwerk sollte flir den Biokatalysator
unpassierbar sein, w&hrend es dem Substrat und dem Pro-
dukt einer an diesem Katalysator durchgefiihrten Um-

setzung praktisch keinen Widerstand bieten sollte.

HerkSmmliche Verfahren verwenden niedermolekulare, hy-
drophile Monomere zum Aufbau des Netzwerkes, beispiels-
weise Hydroxyethylacrylat, Hydroxyethylmethacrylat,
Hydroxypropylacrylat, Hydroxypropylmethacrylat, Acryl-
amid u.a., die mit der wé&Brigen L&sung oder Dispersion
des Biomaterials gemischt und anschlieBend polymeri-
siert werden.

Zum Beispiel werden in der US-PS 3 788 950 monofunktio-
nelle Acryls&urederivate wie Acrylamid mit einer gerin-

gen Menge an Vernetzer wie N,N-Methylenbisacrylamid ver-
wendet. In der US-PS 3 85% 169 werden z.B. Monoester
der Acryls8ure mit Glykolen in Verbindung mit einem Ver-
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netzer und einem 1l8slichen Polymer verwendet. Die US-PS
3 860 490 beschreibt den Einsatz hiedermolekularer Hy-
droxyalkyl-acrylate und -methacrylate zur Bildurg des -
Polymernetzwerkes.

Bei fast allen Verfahren treten jedoch Schwiérigkeiten
bei der Steuerung und Reproduzierbarkeit der Permeabili-
titen fiir das biologische Material sowie fiir déssen
Substrate und Produkte auf. Fiir eine Eiénung als Immo-
bilisierungsmaterial sind diese Gr®Ben jedoch essentiell.
AuBerdem ist die Verwendung niedermolekularer Acryls&iure-
derivate wegen ihrer Toxizit#&t nachteilig. Es kann wé&h-
rend der Polymerisation zu einer Schddigung des Biokata-
lysators kommen, oder im Polymerisat befindliche Rest-
monomere schrénkten die Verwendung des immobilisierten
Biokatalysators zur Hersteliung von Produkten fiir die
Nahrungsmittelindustrie oder fiir die pharmazeutische
Industrie stark ein. '

Bei fast allen diesen Verfahren kdnnen jedoch nur durch
duBere Formgebung Materialien wie Filme, Folien, GuB-
teile u.a. erhalten werden. Zur Verwendung dieser Ma- -
terialien ist oftmals ein nachtrégliches‘Bearbeifen
notwendig, womit sich jedoch die fiir Katalysatoren
glinstige Kugelform kaum erreichen 1&Bt.

Die US-PS 3 860 490 erwihnt die Md&glichkeit der Her-
stellung von Perlen durch Suspensionspolymerisation in
einem inerten Medium, jedoch durch die Verwendung nie-"

dermolekularer Hydroxy-alkylacrylate und -methacrylate
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bestehen bei diesem Verfahren die gleichen Nachteile
und Schwierigkeiten die oben erwihnt wurden.

Es wurde nun ein Verfahren zur Immobilisierung von bio-
logischem Material durch EinschluB in polymerisierbare
Verbindungen gefunden, das im wesentlichen darin be~
steht, gut wasserldsliche hdhermolekulare polymerisier-
bare verbindunéen als polymerisierbares Material zu
verwenden, das zwei oder mehr polymerisierbare funktio-
nelle Gruppen pro Molekiil und ein Molekulargewicht {iber
400 besitzt.

Die Erfindung betrifft demnach ein Verfahren zur Immo-
bilisierung von biologischem Material durch EinschluB
in polymerisierbare Verbindungen, das dadurch gekenn-
zeichnet ist, daB wiBrige L8sungen oder Dispersionen
des biologischen Materials mit einer wdBrigen L8sung
von gut wasserldslichen, hdBhermolekularen, polymeri-
sierbaren Verbindungen, die zwei oder mehr polymeri-
sierbare funktionelle Gruppen pro Molekiil und ein Mole-
kulargewicht fiber 400 besitzen, gemischt werden und
die Mischung polymerisiert wird.

Durch die Verwendung der erfindungsgemdB verwendeten
hdhermolekularen, bevorzugt zwei oder mehr, ungesdt-
tigte Gruppen enthaltenden, hdrtbaren, wasserldslichen
Verbindungen 1d8t sich eine bessere Steuerung und Repro-
duzierbarkeit der Permeabilitidten erreichen, da sich die-
se Eigenschaften im wesentlichen durch die hdhermoleku-
laren, wasserldslichen Verbindungen ergeben. AuBerdem
besteht durch die Verwendung von insbesondere hdhermole-
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kularen Verbindungen kein Toxizitdtsproblem. Niedermole-

kulare toxische Verunreinigungen k&nnen auBerdem vor dem
Mischen mit dem biologischen Material entfernt werden.

Desweiteren wurde gefunden, daB die gut wasserl®slichen
erfindungsgemédBen Verbindungen zun&chst in einer gewis-
sen Menge Wasser, Pufferl®sung, Salzlbéung'und dhnlichem
aufgeldst werden kdnnen, womit diese Polymerl®sung der

wdBrigen L&sung oder Dispersion des biologischen Mate-

rials hinsichtlich bestimmter Eigenschaften wie pH-Wert,
Salzkonzentration, Viskositdt u.a. angepaBt werden kann.
AnschlieBend werden beide L&sungen bzw. die wdBrige Poly-
merldsung und die Zelldispersion gemischt und polymeri-
siert. Dieses Verfahren besitzt besonders Vorteile fiir

empfindliche Biokatalysatoren, die dadurch keinen abrup-
ten Anderungen des umgebenden Mediums ausgesetzt werden,
wodurch eine AktivitidtseinbuBe bei der Herstellung der
polymerisierbaren Mischung weitgehend vermieden wird.

Ein weiterer Vorteil der vorliegenden Erfindung ist
die mit der guten Wasserl®slichkeit einhergehende grosSe
Aufnahmekapazitdt des Polymeren fir wd&Brige LOsungen
und Suspensionen. Es sind Gewichtsverh#ltnisse von wdB8-
rigem biologischem Material zum PolymerAzwischen 1:1
und 30:1 m&glich, besonders geeignet sind Verh#&ltnisse
zwischen 4:1 und 20:1.

Durch den mdglichen groBen Wassergehalt des immobili-

sierten biologischen Materials vor und nach der Poly~-

merisation befinden sich die Biomaterialien in einer
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besonders geeigneten, schonenden Umgebung, wodurch die
Aktivitat stabil gehalten werden kann und wodurch zu-
s8tzlich der Substrat- und ProduktfluB8 beglinstigt sind.
Durch Variation der Struktur und des Molekulargewichts
der polymerisierbaren, gut wasserl®slichen, h&hermole-
kularen Verbindungen sind die Eigenschaften des polyme-
ren Netzwerkes in weitem MaBe variationsfihig. Dadurch
lassen sich die Vernetzungsdichte, die Permeabilitit,
das Quellverhalten und weitere Eigenschaften optimieren,
um den Anforderungen des biologischen Materials zu ent-
sprechen.

Das immobilisierte Biomaterial kann wdhrend der Poly-
merisation durch Formgebung nahezu beliebige Gestalt
annehmen. Es sind Folien, Filme, Formteile usw. dar-
stellbar. Weiterhin k®nnen durch Einbau von Stiitzge-
weben die mechanischen Eigenschaften modifiziert wer-
den. Ebenso sind Beschichtungen von Elektroden, Mem-

branen, oder anderen Materialien durchfiihrbar.

Weiterhin wurde ein Verfahren zur Herstellung von immobi-
lisiertem biclogischem Material durch EinschluB in poly-
merisierte Verbindungen gefunden, das ladurch gekenn-
zeichnet ist, daB eine widBSrige Ldsun: >der Dispersion
eine biologischen Materials mit ein:z - #&Brigen L&sung
von gut wasseridslichen h8hermolekul i en polymerisier-
baren Verbindungen, die zweli oder me1: polymerisierbare
funktionelle Gruppen pro Moleklil un: 4olekulargewicht
von {iber 400 besitzen, gemischt wir and diese Mischung
in éinem inerten fliissigen Medium 2' Perlen zerteilt und
polymerisiert wird. Als Inertphase {:nen insbesondere
mit Wasser nicht mischbare Stoffe w € z.B. aliphatische,
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cycloaliphatische und aromatische Kohlenwasserstoffe wie
z.B. Hexan, Cyclohexan, Toluol sowie auch halogenierte
Derivate derselben, des weiteren Alkohole, Ether, Ester -
oder sonstige, nicht wassermischbare Stoffe wie auch-
Silicontle und Paraffindle dienen, bzw. auch Gemische

derselben untereinander.

Die durch dieses Verfahren mdgliche Herstellung von Bio-
katalysatoren in Perlform besitzt besondere Vorteile bei
der Verwendung des immobilisierten Biomaterials. Einer-
seits eignet sich die Kugelform besonders zur Fiillung
von S#dulenreaktoren, wobei eine gute Durchstrdmung ge-
wdhrleistet ist, Verstopfungen vermieden werden kdnnen
und gleichzeitig durch die groBe Oberfldche eine gute
Reaktionsgeschwindigkeit fiir die Umsetzung am Biokataly-
sator resultiert. Auch in strémenden Systemen ist die
Kugelform auf Grund der hydrodynamischen Eigenschaften
besonders geeignet. '

Ferner stellt das vorliegende Verfahren eine Verein-
fachung und Verbesserung der bisherigen Verfahren dar.
Die Kugelform wird direkt bei der Polymerisation erhal-
ten und ist durch die Verfahrensbedingungen gut steuer-
bar. '

Zum Beispiel kann die Polymerisation in Form eirer Dis-
persion des noch nicht polymerisierten biologischen Ma-
terials in einem inerten, flissigen Medium wie z.B. ali-
phatischen, cycloaliphatischen und aromatischen Kohlen-
wasserstoffen, funktionellen Derivaten derselben oder

auch Silicon®dlen, Paraffindlen, durchgefiithrt werden, wo-
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bei in Abhingigkeit von der Verteilung, die durch Riihren,
Einleiten von Inertgas, z.B. Stickstoff, oder sonstiges
Zudosieren der w&Brigen Phase, z.B. durch Einpumpen oder
Einsprithen in die inerte Phase erreicht werden kann, die
Grd8e der Perlen sehr variabel ist. Weiterhin kann durch
Zus8tze zur Wasser- oder Inertphase deren Viskositit,
Dichte, Oberflichenspannung usw. verindert werden, was
ebenfal;s den Perldurchmesser beeinfluBt.

Es sind auf diese Weise mittlere Perldurchmesser von
0,05 mm bis 5 mm mdglich, wobei Perlen grdB8eren Durch-
messer, z.B. grdBer 2 mm, der gewlinschten Reaktion einen
hohen Diffusionswiderstand entgegensetzen. Vorteilhaft
sind besonders Perlen eines mittleren Durchmessers von
0,2 mm bis 2 mm.

Neben der Einfachheit der Herstellung der Perlen erge-
ben sich Vorteile flir die Immobilisierung hinsichtlich
der Handhabung unter Sterilbedingungen des Biomateri-
als, da das Verfahren vom Mischen bis zum fertigen
immobilisierten Material in einem geschlossenen System
durchgefiihrt werden kann. Das immobilisierte Bio-
material kann anschlieBend leicht durch Filtration ge-

" wonnen werden. Es ist jedoch auch mdglich, die gesamte

Mischung unter 0°C abzukiihlen, um das Material dadurch
l&ngere Zeit lagern zu kdnnen. Das Abkithlen kann auch
{iber den Erstarrungspunkt des &uBeren Mediums hinaus
durchgefﬁhft werden, wobei dessen Erstarrungspunkt

ebenfalls durch Zus&tze oder Beimengen von anderen

Stoffen erniedrigt werden kann.

Le A 22 947
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Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstel-
lung von immobilisiertem biologischem Material durch
EinschluB in polymerisierte Verbindungen, dadurch ge~
kennzeichnet, daB eine wdBrige Phase, die sowohl das
biologische Material als auch hdhermolekulare, poly-
merisierbare Verbindungen enthdlt, in einer zweiten,
nichtwdBrigen Inertphase zu Perlen dispergiert und diese
perlfdrmige Wasserphase polymerisiert wird.

Ein solches Verfahren zur Herstellung von immobilisier-
tem biologischem Material durch EinschluB8 in polymeri-
sierte Verbindungen, ist dadurch gekennzeichnet, da8
eine wéBrige Lbsung oder Dispersion eines biologischen
Materials mit einer wdBrigen L¥sung von gut wasserlds-~
lichen, h&hermolekularen, polymerisierbaren Verbindungen,
die zwei oder mehr polymerisierbare funktionelle Gruppen
pro Molek{il und ein Molekulargewicht von iiber 400 be-
sitzen, gemischt wird und diese Mischung in einem fliis~
sigen inerten Medium zu Perlen zerteilt und polymerisiert
wird.

Als inertes Medium k&nnen insbesondere mit Wasser nicht
mischbare Stoffe wie aliphatische, cycloaliphatische und
aromatische Kohlenwasserstoffe sowie Derivate derselben,
Silicondle, Paraffindle bzw. auch Gemische derselben
untereinander, verwendet werden.

Das Gewichtsverhdltnis Wasserphase zu Inertphase sollte
zwischen 1:1 und 1:20 liegen.

Le A 22 947
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Die Zerteilung der wiBrigen Phase zu Perlen kann durch
Rhren und/odexr durch. Durchleiten von Inertgas oder
durch Einsprfihen der wd@Brigen Phase in die Inertphase
erfolgen.

Die Polymerisation durch Bestrahlung mit aktinischem
Licht kann unter Zusatz von in der Inertphase schlecht

18slichen oder unldslichen Photosensibilisatoren erfol
gen.

Zur Immobilisierung werden wasserldsliche, hdhermole-
kulare, polymerisierbare Verbindungen, die zwei oder
mehr polymerisierbare funktionelle Gruppen pro Molekiil
und ein Molekplargeﬁicht von iber 400, insbesondere
zwischen 1.000 und 10.000, besitzen, insbesondere Ver-
bindungen mit ethylenisch ungesadttigten Gruppen, ver-
wendet.

Ihrem Aufbau nach lassen sie sich als Verbindungen be-
schreiben, die.aus der Reaktion von h8hermolekularen,
hydrophilen Verbindungen mit Verbindungen, die polymeri-
sierbare ethylenisch ungesittigte Gruppen enthalten, ent-

‘stehen. Beide Reaktionspartner miissen dabei funktionelle

Gruppen enthalten, die erlauben, sie chemisch mit- oder
untereinander zu verkniipfen bzw. mit Hilfe von di- oder
mehrfunktionellen Reagentien mit- oder untereinander zu
verkniipfen.

Beispielsweise sind solche hBhermolekularen, hydrophi-

len Verbindungen Polyethylenglycole, Ethylenoxid-Pro-
pylenoxid-Block- und Mischpolymerisate, alkoxylierte,
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besonders ethoxylierte zwei- oder mehrwertige Alkohole
sowie gut wasserldsliche Polymérisate, z. B. ganz oder
teilweise verseifte Polyvinylacetate, gut wasserlds-
liche Polykondensate wie z. B. Polyester, hergestellt
aus obigen h8hermolekularen, hydrophilen Verbindungen
mit Di- bzw. Polycarbonsduren und gut wasserldslichen
Polyadditionsverbindungen wie z. B. Polyetherpolyure~
thane, hergestellt aus obigen hdhermolekularen, hydro-
philen Verbindungen mit Di- bzw. Polyisocyanaten.

Ferner k&nnen die in den obigen genannten h&hermolekula-
ren, hydrophilen Verbindungen enthaltenen Hydroxylgrup-
pen ganz oder teilweise nach {iblichen Verfahren, wie z.
B. Umsetzung mit Ammoniak, in Aminogruppen umgewandelt
sein, '

Als Verbindungen mit polymerisierbaren, ethylenisch un-=
gesdttigten Gruppen sind z. B. geeignet: undesdttigte
Carbonsduren, S#urechloride, Dicarbons#uren, S&ureanhy-
dride oder funktionelle Derivate derselben.

Bevorzugt sind Acrylsiure, Methacrylsdure; Crotons&ure,
Acrylsdurechlorid, Methacrylsaﬁrechlorid, Itacons&ure,
Fumarsdure, Maleins&ure, Maléinséureanhydrid, Itacon-
sdureanhydrid, Glycidylacrylat, Glycidylmethacrylat, Hy-
droxyethylacrylat, Hydroxypropylacrylat, Hydroxyethyl-
methacrylat, Hydroxypropylmethacrylat, Isocyanatoethyl-
acrylat, Isocyanatoethylmethacrylat, 4-Isocyanato-3-
methyl-but-2-ylacrylat.
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Die Verkniipfung der hdhermolekularen, hydrophilen Ver-
bindungen mit den polymerisierbaren, ethylenisch unge-
sdttigten Verbindungen ist somit unterschiedlichster
Natur, beispielsweise ergeben sich Ester-, Ether-, Ure-

- than-, Amid-, Amin- und Harnstoffbindungen. Die Her-

stellung der Verknlipfung kann dabei nach literaturbekann-
ten Verfahren‘erfolgen, d. h. beispielsweise durch Um-
setzung der Hydroxyl~ oder Aminogruppen mit S&uren,
Sd3urehalogeniden oder S&ureanhydriden zu den entspre-
chenden Estern oder Amiden, mit Epoxiden zu den ent-
sprechenden Ethern oder Aminen oder mit Isocyanaten

zu den entsprechenden Urethanen oder Harnstoffen.

Ferner kann neben der direkten Verknlipfung der h&her-

- molekularen, hydrophilen Verbindungen mit den Verbin-

dungen, die die ethylenisch ungesdttigten Gruppen ent-
halten, die Verknfipfung auch mittels bi- oder mehrfunk-
tioneller Reagentien erfolgen.

Beispiele solcher bi- oder mehrfunktioneller Reagentien
sind di- oder mehrfunktionelle Isocyanate wie Isophoron-
diisocyanat, Toluylehdiisocyanat, Hexamethylendiisocyanat,
Biuretgruppenhaltige Polyisocyanate (z. B. Desmodur N,
Umsetzungsprodukt von Hexamethylendiisocyanat mit Was-—
serj, Polyisocyanate, die aus der Umsetzung von Diiso-
cyanaten mit mehrwertigen Alkoholen entstehen (z. B.
Desmodur L, Umsetzungsprodukt von Toluylendiisocyanat
mit Trimethylolpropan} sowie Di- oder Polyepoxide wie
z. B. Bisphenol-A-digylcidylether oder Hexahydrophthal-
sdurediglycidylester. Die Verkniipfung dieser Reagentien
erfolgt dabei z. B. mit den Hydroxylgruppen der h&her-
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molekularen, hydrophilen Verbindung und hydroxylgruppen-
haltigen Verbindungen, die polymerisierbare, ethylenisch
ungesdttigte Gruppen enthalten, unter Urethan- bzw.
Etherbildung.

Zur Herstellung der erfindungsgeméBen Verbindungen k&n-
nen die verschiedenen Verknlipfungsprinzipien auch unter-
einander kombiniert werden.

Art und Anteil der hydrophilen, hdhermolekularen Verbin-
dungen, der Verbindungen, die die ethylenisch ungesdttig-
ten Gruppen tragen sowie ggf. der di- oder mehrfunktio-
nellen Reagentien miissen jedoch so gewd&hlt werden, daB
die daraus hergestellten erfindungsgemédBen, hShermoleku-
laren, polymerisierbaren Verbindungen so hydrophil sing,
dag8 die gute Wasserl&slichkeit und groBe Aufnahmekapazi-
tdt flir wdBrige L&sungen oder Dispersionen an biologi-
schem Material gegeben ist.

Als bevorzugte wasserl®sliche, hbhermolekulare, polyme-

risierbare Verbindungen seien genannt:

- Verbindungen, die aus Polyetherpolyolen, deren Hydroxyl-
gruppen teilweise mit ungesdttigten Carbonsduren ver-
estert und zum anderen Teil mit isocyanatgruppenhalti-
gen Derivaten ungesdttigter Carbons&uren umgesetzt
sind, hergestellt sind.

Besonders bevorzugt seien genannt:
- Verbindungen, die aus Polyethylenglykolen mit einem
Molekulargewicht grdBer 400, deren Hydroxylgruppen

teilweise mit Acrylsdure oder Methacrylsdure verestert

Le a 22 947
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und zum anderen Teil mit Isocyanatoethylmethacrylat
und/oder 4-Isocyanato-3-methyl-but-2-ylacrylat umge-
setzt sind, hergestellt sind.

Bei der Herstellung kdnnen die Hydroxylgruppen der Poly-
etherpolyole zunichst teilweise mit den isocyanatgruppen-
halgigen Derivatén ungesdttigter Carbonsduren umgesetzt
werden und anschlieBend zum anderen Teil mit den unge-
sdttigten Carbonsduren verestert werden, bevorzugt ist
jedoch, zuerst die teilweise Umsetzung mit den unge-
sdttigten Carbonsduren und anschlieBend die Umsetzung

des anderen Teils der Hydroxylgruppen mit den isocyanat-

gruppenhaltigen Derivaten ungesdttigter Carbons&duren.

Weiterhin seien als bevorzugte, wasserldsliche, hdher-

molekularé,_polymerisierbare Verbindungen genannt:

- Verbipdqhgen,‘die aus Polyetherpolyolen, deren Hy-
drcxylgruépén teilweise mit ungesdttigten Carbonsduren
verestert und zum anderen Teil mit di- oder mehrfunk-

~tionellen Isocyanaten umgesetzt sind, hergestellt sind.

Besonders bevérzugt hierbei seien genannt:

- Verbindungen, die aus Polyethylenglykolen mit einem

,Anolekglargeyicht grdBer 400, deren Hydroxylgruppen
teilweise mit Acrylsdure oder Methacrylsdure verestert
und zum anderen Teil mit Isophorondiisocyanat, Tolu-
ylendiisocyanat, biuretgruppenhaltigen Polyisocyana-
ten oder Polyisocyanaten, die aus der Umsetzung von
Diisocyanaten mit mehrwertigen Alkoholen entstehen,
hergestellt sind.
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Bei der Herstellung k®nnen die Hydroxylgruppen der Poly-
etherpolyole zunichst teilweise mit den di- oder mehr-

funktionellen Isocyanaten umgesetzt werden und anschlie-
Bend zum anderen Teil mit ungesdttigten Carbonsduren ver-
estert werden. Vorteilhafter ist es jedoch, zuerst die

teilweise Veresterung und anschlieBend die Umsetzung mit
den di- oder mehrfunktionellen Isocyanaten durchzufiithren.

Die Erfindung betrifft also ein Verfahren, das dadurch
gekennzeichnet ist, daB die gut wasserl®slichen, héher-
molekularen, polymerisierbaren Verbindungen aus Poly-
etherpolyolen, deren Hydroxylgruppen teilweise mit unge-
sdttigten Carbonsduren verestert und zum anderen Teil
mit di- oder mehrfunktionellen Isocyanaten umgesetzt

sind, hergestellt sind.
Das Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, das8

a) die Polyetherpolyole Polyethylenglykole mit einem
MW von 400 und grdBer sind,

Die Polymerisation kann unter Inertgas durchgefiihrt und
in Gegenwart iiblicher Radikalstarter wie Azo-bis(isobuty-
ronitril), t-Butylperoctoat, Benzoylperoxid, Dicyclo-
hexylperoxydicarbonat, Methylethylketonperoxid, Cumol-
hydroperoxid, Acetyl-cyclohexansulfonyl-peroxid, Dicu-
mylperoxid, Kaliumperoxodisulfat oder Ammoniumperoxo-
disulfat sowie durch Redoxsysteme wie Kaliumperoxodisul-
fat-Riboflavin, Kaliumperoxodisulfat-Natriumbisulfit,
Wasserstoffperoxid-Verbindungen des zweiwertigen Eisens
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erfolgen. Als Beschleuniger kdnnen ebenfalls zahlreiche
Verbindungen dienen, z. B. N,N,N',N'-Tetramethylethy-
lendiamin oder B8-Dimethylaminopropionitril.

Eine weitere MBglichkeit der Polymerisation besteht in
der Bestrahlung der Mischung mit aktinischem Licht. Es
eignen sich beispielsweise Bochdruckquecksilberlampen,
Niederdruckquecksilberlampen, Fluoreszenzlampen,
Xenonlampen, Kohlelichtbdgen sowie Sonnenbestrahlung.
Eine Bestrahlung mit Elektronenstrahlen oder Gamma-
strahlen ist ebenfalls mdglich, jedoch muB mit einer
gewissen Schaddigung des biologischen Materials gerech-
net werden. Ferner kann die Photopolymerisation durch
Photosensibilisatoren beschleunigt werden. Es kdnnen
bekannte Photosensibilisatoren wie «-Carbonylalkochole,
z.B. Benzoin oder Acetoin, Acyloinether wie Benzoinmethyl-
ether, Benzoinethylether, Benzoinisopropylether, £ -sub-
stituierte Acyloine wie o& -Methylbenzoin und 4 -Methoxy-
benzoin u.a. sowie durch ionische Gruppen wie z.B. Car-
bonsdure-, Sulfonsdure- oder Aminogruppen modifizierte

20und dadurch wasserldslich gemachte Derivate verwendet wer-

den.

Des weiteren kdnnen polycyclische aromatische Verbindun-
gen wie Naphthol und Hydroxyanthracen, Azoamide wie bei-
spielsweise 2-Cyano-2-butylazoformamid sowie Metallsalze

25wie Uranylnitrat und Eisenchlorid, wie auch Mercaptane,

Disulfide, Ralogenide und Farbstoffe verwendet werden.

Durch die hohe Aufnahmekapazitdt fiir Wasser - besonders

gut eignen sich Gewichtsverhdltnisse von wdBriger LSsung
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Bei der Herstellung k&nnen die Hydroxylgruppen der Poly-
etherpolyole zundchst teilweise mit den di- oder mehr-
funktionellen Isocyanaten umgesetzt werden und anschlie-
Bend zum anderen Teil mit ungesdttigten Carbons&duren ver-
estert werden. Vorteilhafter ist es jedoch, zuerst die
teilweise Veresterung und anschlieBend die Umsetzung mit
den di- oder mehrfunktionellen Isocyanaten durchzufiihren.

Die Erfindung betrifft also ein Verfahren, das dadurch
gekennzeichnet ist, daB die gut wasserl®slichen, hdher-
molekularen, polymerisierbaren Verbindungen aus Poly-
etherpolyolen, deren Hydroxyigruppen teilweise mit unge-
sdttigten Carbonsduren verestert und zum anderen Teil
mit di- oder mehffunktioﬁeilen Isocyanaten umgesetzt
sind, hergestellt sind.

Das Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, daBs

a) die Polyetherpolyole Polyethylenglykole mit einem
MW von 400 und grdBer sind,

Die Polymerisation kann unter Inertgas durchgefiihrt und
in Gegenwart iiblicher Radikalstarter wie Azo-bis(isobuty-
ronitril), t-Butylperoctoat, Benzoylperoxid, Dicyclo-
hexylperoxydicarbonat, Methylethylketonperoxid, Cumol-
hydroperoxid, Acetyl-cyclohexansulfonyl-peroxid, Dicu-
mylperoxid, Kaliumperoxodisulfat oder Ammoniumperoxo-
disulfat sowie durch Redoxsysteme wie Kaliumperoxodisul-
fat-Riboflavin, Kaliumperoxodisulfat-Natriumbisulfit,
Wasserstoffperoxid-Verbindungen des zweiwertigen Eisens
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erfolgen. Als Beschleuniger k&nnen ebenfalls zahlreiche
Verbindungen dienen, z. B. N,N,N' ,N'-Tetramethylethy-
lendiamin oder B-Dimethylaminopropionitril.

Eine weitere M&glichkeit der Polymerisation besteht in

5 der Bestrahlung der Mischung mit aktinischem Licht. Es
eignen sich beispielsweise Hochdruckgquecksilberlampen,
Niederdruckquecksilberlampen, Fluoreszenzlampen,
Xenonlampen, Kohlelichtbdgen sowie Sonnenbestrahlung.

Eine Bestrahlung mit Elektronenstrahlen oder Gamma-

10 strahlen ist ebenfalls mdglich, jedoch muB mit einer
gewissen Schadigung des biologischen Materials gerech-
net werden. Ferner kann die Photopolymerisation durch
Photosensibilisatoren beschleunigt werden. Es k&nnen
bekannte Photosensibilisatoreﬁ wie & -Carbonylalkohole,

15 z.B. Benzoin oder Acetoin, Acyloinether wie Benzoinmethyl-
ether, Benzoinethylether, Benzoinisopropylether, £ =-sub-
stituierte Acyloine wie o -Methylbenzoin und g -Methoxy-
benzoin u.a.'sowie durch ionische Gruppen wie z.B. Car-
bonsdure-, Sulfonsdure- oder Aminogruppen modifizierte

20und dadurch wasserl8slich gemachte Derivate verwendet wer-
den.

Des weiteren kdnnen polycyclische aromatische Verbindun-

gen wie Naphthol und Hydroxyanthracen, Azoamide wie bei-

spielsweise 2-Cyano-2-butylazoformamid sowie Metallsalze
25wie Uranylnitrat und Eisenchlorid, wie auch Mercaptane,

Disulfide, Halogenide und Farbstoffe verwendet werden.

Durch die hohe Aufnahmekapazitdt flir Wasser - besonders

gut eignen sich Gewichtsverhdltnisse von w&B8riger Ldsung
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oder Suspension des biologischen Materials zum Polymer
zwischen 4:1 und 20:1 - die das immobilisierte Material
vor und nach der Polymerisation besitzt, ergeben sich
auch Vorteile hinsichtlich der Wirtschaftlichkeit des
Verfahrens. Dadurch k®nnen einerseits groBSe Mengen an
wlBrigen L&sungen oder Dispersionen des biologischen
Materials in einer relativ kleine Menge der polymeri-
sierbaren Verbindungen eingeschlossen werden, anderer-
seits kdnnen dadurch Fermenterbrithen direkt oder nach
Konzentrierung z.B. durch Mikrofiltration oder Zentri-
fugieren immobilisiert werden.

Desweiteren ist es jedoch vor und nach der Immobili-
sierung auch mdglich, geringere Menge an Wasser oder
wdBrigen Ldsungen zu verwenden, sowie einen Teil des
Anteils an Wasser gegen andere Fliissigkeiten wie z.B.
Alkohole zu ersetzen. '

Es ist auch mdglich, die immobilisierten biologischen
Materialien in anderen als w&Brigen LOsungen, z.B.
in aliphatischen oder aromatischen Kohlenwasserstof-

fen, einzusetzen.

Die beschriebenen Verfahren sind dadurch gekennzeichnet,
daB Zellen oder Enzyme in Gegenwart von Desinfektions-
mitteln, Bakteriziden oder -Fungiziden immobilisiert wer-
den, somit chemisch sterilisiert in den Bioreaktor
tiberfihrt werden und die Sterilisationsmittel vor An-
lauf der Reaktion aus dem geschlossenen, sterilen Re-

aktorsystem ausgewaschen werden.
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Die nach vorstehendem Verfahren immobilisierten biolo-
gischen Materialien, insbesondere Zellen oder Enzyme,

lassen sich als Biokatalysatoren zu Biotransformationen
einsetzen.

Interessante Mikroorganismen fiir die erfindungsgemé&Be
Immcbilisierung sind die folgenden:

Aspergillus niger, Gluconobacter suboxydans,
Gluconobacter oxydans, Escherichia coli,
Saccharomyces cerevisiae, Protaminobacter rubrum,
Serratia plymuthica, Pseudomonas putida,
Cunninghamella elegans, Clostridien wie z.B.
Clostridium thermoaceticum, Clostridium
kluyveri, Clostridium butyricum, Clostridium

sporogenes, Bacillus licheniformis, Streptomyces
olivaceus.
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Beispiele

Beispiel 1

Immobilisierung von Alkoholdehydrogenase

48,7 g Polyethylenglykol mit einem mittleren Molekular-
gewicht von 800 (hergestellt von den Chemischen Werken
Hiils) wurde mit

4,7 g Acrylsdure unter Zusatz von

0,54 g p-Toluolsulfonsiure und

50 mg Di-tert.—butylhydrochinon sowie

50 mg p-Methoxyphenol in Toluol verestert.

25,0 g dieses Esters wurden mit

3,9 g Isocyanatoethylmethacrylat (hergestellt von

Dow Chemicals) unter Zusatz von

4 mg Desmorapid SO0 (Rheinchemie Rheinau GmbH) umgesetzt.

1l g des so erhaltenen polymerisierbaren Harzes wurden
mit 50 mg Irgacure 651 (Ciba-Geigy) gemischt und mit

2 g Phosphat-Puffer (pH 7, 0,01 M) versetzt. In die-
ser Lésuné wurde 200 mg Alkoholdehydrogenase (aus

Hefe, Fa. Boehringer Mannheim, enthaltend 120 mg Enzym-
protein der spezifischen Aktivit&dt 400 U/mg) geldst, aus
der L&sung ein 500 pm dicker Film gezogen und mittels
einer Quecksilberhochdrucklampe 10 min. bestrahlt, so
daB ein fester Film entstand.

Ein Viertel des so erhaltenen Préparates (entsprechend

30 mg Alkohol-Dehydrogenase) wurde in kleine Stiicke
geschnitten und in einem 100 ml Erlenmeyerkolben bis
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zu einem Endvolumen von 20 ml mit 0,1 M Tris. HC1,

PH 8,6 enthaltend 142 mg NAD, Li-Salz (Fa. Boehringer,
Mannheim), 0,1 M Semicarbazid, 5 % Ethanol p.A. ver-
setzt.

Der Reaktionsl&sung wurden zu bestimmten Zeiten Proben
entnommen und nach Verdiinnung das UV-VIS Spectrum des
entstehenden NADH gemessen. Nach etwa 50 min. war die
Gesamtmenge an NAD zu NADH reduziert worden mit einer
Initialgeschwindigkeit von 8,1 p Mol/min. Die immobili-
sierte Alkohol-Dehydrogenase besitzt somit eine spezi-
fische Aktivit&t von 0,28 U/mg immobilisiertes Enzym-

protein. Das immobilisierte Pr&parat konnte wieder-
holt verwendet werden.

Beispiel 2

Immobilisierung von Alkoholdehydrogenase

1 g des in Beispiel 1 erhaltenen polymerisierbaren Har-
zes wurden mit 50 mg 1,2-Diphenyl-2-hydroxy-3/N-(N-
methyl)pyrrolidiniuET—propan—l-on-methylsulfat gemischt
und mit 15 g Phosphat-Puffer (0,01 M, pH 7) versetzt.
In dieser LOsung wurde 200 mg Alkoholdehydrogenase (aus
Hefe, Fa. Boehringer, Mannheim, enthaltend 120 mg Enzym-
protein, 400 U/mg) geldst und die L&sung in 100 g
einer Mischung aus Silikondl/Paraffin®l mit einer

spez. Dichte von 0,9 g/cm?® getropft, wobei sich durch
intensives Rihren und Durchleiten von Stickstoff Perlen
ausbildeten, die durch 15 minfitige Bestrahlung mittels

einer Hg-Hochdrucklampe polymerisiert wurden.
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1,0 g der so erhaltenen Perlen wurden in 50 ml Erlen-
meyerkolben mit 10 ml 0,1 M Kaliumphosphat pH 8,5,

10 mM NADH, 1 % Acetaldehyd auf der Rundschiittelmaschi-
ne, 230 rpm, bei 30°C inkubiert.

Nach 6 h waren etwa 50 % des eingesetzten NADH, 50 pMol,
zu NAD oxidiert, die Initialgeschwindigkeit betrug dabei

0,23 pmol/min.

Beispiel 3

Immobilisierung von Lipase

1 g des polymerisierbaren Harzes aus Beispiel 1 wurde
mit 50 mg Irgacure 651 (Ciba-Geigy) gemischt und mit

3 g Phosphatpuffer (0,01 M, pH 7) versetzt. In dieser
Ldsung wurde 0,8 g Lipase (aus Candida cylindracea,
Sigma) dispergiert. Die gesamte Mischung wurde anschlie-
Bend auf ein Polyamidgewebe (Monodur PA 250 N, Verseidag-
Industrietextilien GmbH) verstrichen und mittels einer
Quecksilberhochdrucklampe 10 min. bestrahlt, so das

ein fester Film, verstdrkt durch das Polyamidgewebe,
entstand.

160 mg Lipase eingeschlossen in obiges Polymer, ent-
sprechend 72 cm? zerschnittener Folie, wurden in 40 ml
Hzo mit 2 g Sucrose-Palmitat-Stearat 15 (Fa. Serva,
Heidelberg) bei 25°C inkubiert. Freiwerdende Fett-
sdure wurde mit 0,1 N NaOH per pH~Stat (pH 7,1) ti-
triert.
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Die Aktivitat immobilisierte Lipase wurde zu 5,8 mU/mg
trockenes, Lipase-Pradparat errechnet (1 U = 1 pMol
freigesetzte Fettsdure pro Minute).

" Beispiel 4

Immobilisierung von Lipase

197 g Oktaethylenglykol wurden mit 36 g Acrylsdure unter
Zusatz von 2 g p~Toluolsulfonsdure und 0,35 g di-tert.-

butylhydrochinon sowie 0,35 g p-Methoxyphenol in Toluol

verestert. 100 g des so erhaltenen Esters wurden mit

47 g Isophorondiisocyanat und 90 mg Desmorapid S0
umgesetzt.

5 g des so erhaltenen polymerisierbaren Harzes wurden
in 2 g 0,01 M Kaliumphosphat-Puffer, pH 7,0, geldst,

-mit 6 g einer Lipase-Suspension (Lipase aus Candida

cylindracea, Fa. Sigma; 17 % Peststoffgehalt) gemischt
und mit 100 mg Irgacure 651 (Ciba-Geigy) versetzt.
Diese waBrige Lipase-Mischung wurde auf ein Polyamid-

Stiitzgewebe (Monodur PA 250 N, Verseidag-Industrie-

textilien GmbH) verstrichen und durch 10-min{itige Be-
strahlung mit einer Hg-Hochdrucklampe polymerisiert.

72 cm? der so erhaltenen immobilisierten Lipase werden
in 40 ml Wasser pH 7,1 eingebracht und mit 1,0 g
Sucrose-Palmitat-Stearat 15 (Fa. Serva, Heidelberg)

bei 25°C versetzt. Freiwerdende Fettsduren werden am
pHE-Staten mit 0,1 N NaOH titriert. Pro Stunde werden
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2,74 ml 0,1 N NaOH verbracht, was 274 pMol freier
Fetts8ure entspricht. Pro cm? immobilisierter Lipase-
Folie errechnen sich 0,065 pMol/min freiwerdende
Fettsdure.

Beispiel 5
Immobilisierung von Esterase

25,0 g des hergestellten Esters aus Beispiel 1 wurden
mit 2,3 g Desmodur N (Bayer AG, Leverkusen) und

1,4 g Isophorondiisocyanat unter Zusatz von 7,5 mg Des-
morapid SO (Rheinchemie Rheinau GmbH) umgesetzt.

5 g des so erhaltenen polymerisierbaren Harzes,

250 mg Irgacure 651 (Ciba-Geigy), 8,5 g Phosphatpuffer
(0,01 M, pH 7) und 3 ml Esterase-Suspension (aus
Schweineleber, Boehringer Mannheim GmbH) wurden ge-
mischt und auf einem Polyamidgewebe (Monodur PA 250 N,
Verseidag-Industrietextilien GmbH) verstrichen.

Nach Belichten mittels einer Quecksilberhochdrucklampe
wurde ein durch das Polyamidgewebe verstédrkter Film
erhalten.

36 cm2 der so erhaltenen Esterase~Folie wurden in
45 ml 0,1 M Natriumphosphat pH 7,0 mit 5 ml einer
00 mM L8sung von Nitroterephthalsduredimethylester
in Methanol bei 30°C auf einer Rotationsschiittelma-
schine inkubiert.
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Die Analyse der Reaktionslbsung erfolgte per HPLC.
Nach 48 h 1st kelne Ausgangsverblndung mehr nachweis-
bar. Es blldeten sich die beiden Nitroterephthal-
sauremonoester sowie in geringer Menge auch Nitro-
terephthalsaure.

Beispiel 6

Immobilisierung von L-Lactat-Dehydrogenase

5 g des in Be1sple1 5 verwendeten polymerisierbaren

Harzes wur&en mit 250 mg Phenylglyoxyls&ure, 5 g

Phosphatpuffer (0,01 M, pH 7) und 3 ml L-Lactat-
Dehydrogenase-Suspension (aus Schweinemuskel,
Boehringerrnannheim GmbH, enthaltend 10 mg/ml Enzym-
protein, spezifische Aktivitdt ca. 550 U/mg) ge-
mischt und analog ‘Beispiel 5 zu einem Film ver-
arbeitet.

Die Halftezdes sb erhalténen Films, enthaltend etwa
15 mg Enzymproteln, wurde zerschnitten und in einem
100 ml Erlenmeyerkolben mit 20 ml 0,1 M Kalium-
phosphat-Puffer (pH 8,0), 10 mM NADH, 0,05 M
Pyruvat-Na-Salz inkubiert. Die Temperatur betrug
30°C, die Reaktionsldsung wurde auf einer Schittel-

maschine;mit 200 Bewegungen pro Minute geschiittelt.
Von Zeit zu Zeit wurden Proben entnommen und nach

Verdiinnung photometrisch die NADH-Abnahme gegen eine
Blindprobe ohne immobilisierte L-Lactat-Dehydrogenase
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bestimmt. Nach 60 Minuten war die gesamte Menge an
NADH zu NAD oxidiert worden. Die Initialgeschwindig-~
keit wurde zu 3,9 pMol/min bestimmt, was einer spe-
zifischen Aktivitit von 0,26 U/mg eingeschlossenes
Enzymprotein entspricht.

Beispiel 7

Immobilisierung von L-Lactat Dehydrogenase

1 g des in Beispiel 5 erhaltenen polymerisierbaren
Harzes wurden mit 50 mg 1,2-Diphenyl-2-hydroxy-3/N-(N-
methyl) pyrrolidinium/-propan-l-on-methylsulfat gemischt
und mit 1,5 g Phosphat-Puffer (0,01 M, pH 7) versetzt.
In dieser L3sung wurde 0,6 m! L-lLactat-Dehydrogenase
(aus Schweinemuskel, Fa. Boehringer, Mannheim, ent-
haltend 10 mg/ml Enzymprotein, ca. 550 U/mg) geldst und
die L®sung in 100 g einer Mischung aus Silikon®&l/Para-
f£findl mit einer spez. Dichte von 0,9 g/cm?® getropft,
wobei sich durch intensives Rilhren und Durchleiten von
Stickstoff Perlen ausbildeten, die durch 15 minfitige
Bestrahlung mittels einer Hg-Hochdrucklampe polymeri-
siert wurden.

Die erhaltenen Perlen wurden in einem 100 ml Erlen-
meyerkolben mit 20 ml 0,1 M Kaliumphosphat-Puffer,
(pH 8,0), 10 mM NADH 0,05 M Pyruvat-Na-Salz bei
30°C, 200 rpm, inkubiert.

Entnommene Proben wurden nach Verdliinnung photometrisch
auf die NADH-Abnahme gegen eine Blindprobe getestet.

Le A 22 947




10

15

20

e 0160260

Nach 3 h war die gesamte Menge an NADH zu NAD oxidiert.
Pie Initialgeschwindigkeit betrug 1,4 pMol/min.

" Beispiel 8

Immobilisierung von B&ckerhefe

100,0 g Polyethylenglykol mit einem mittleren Mole-
kulargewicht von 1.000 (Chemische Werke Hiils) wurde
mit 7,2 g Acrylsdure unter Zusatz von 0,92 g
p-Toluolsulfonsdure und 0,1 g Di-tert.-butylhydro-

‘¢chinon sowie 0,1 g p-Methoxyphenol in Toluol ver-
‘estert.

75,0 g des so erhaltenen Esters wurde mit 8,3 g Iso-
phorondiisocyanat unter Zusatz von 9 mg Desmorapid SO
umgesetzt.

'S,O'Q”ées polymerisierbaren Harzes wurde mit 0,1 g

Irgacure 651 (Ciba-Geigy) und 1,0 g Pufferldsung

(0,01 M, pH 7) gemischt. Zu dieser L8sung wurde eine
Mischung aus 13,7 g Bickerhefe (25 % Feststoffgehalt)
und 13,7 g Pufferldsung (0,01 M, pH 7) gegeben. Die
so erhaltene Mischung wurde nach Ausstreichen auf ein
Polyamidgewebe mittels einer Quecksilberhochdrucklampe
belichtet, so daB ein fester Film entstand.

36 cm? des so grhaltenen Films wurden auf ihre NADH-

Oxidase Aktivit&t getestet. Dazu wurde der Film zer-

schnitten und in einem 200 ml Erlenmeyerkolben bis zu
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bestimmt. Nach 60 Minuten war die gesamte Menge an
NADH zu NAD oxidiert worden. Die Initialgeschwindig-
keit wurde zu 3,9 pMol/min bestimmt, was einer spe-
zifischen Aktivitdt von 0,26 U/mg eingeschlossenes
Enzymprotein entspricht.

Beispiel 7

Immobilisierung von L-Lactat Dehydrogenase

1l g des in Beispiel 5 erhaltenen polymerisierbaren
Harzes wurden mit 50 mg 1,2-Diphenyl-2-hydroxy-3/N-(N-
methyl) pyrrolidinium/-propan-i-on-methylsulfat gemischt
und mit 1,5 g Phosphat-Puffer (0,01 M, pH 7) versetzt.
In dieser L®sung wurde 0,6 m1 L-lLactat-Dehydrogenase
(aus Schweinemuskel, Fa. Boehringer, Mannheim, ent-
haltend 10 mg/ml Enzymprotein, ca. 550 U/mg) geldst und
die LOsung in 100 g einer Mischung aus Silikondl/Para-
f£finbl mit einer spez. Dichte von 0,9 g/cm?® getropft,
wobei sich durch intensives Rithren und Durchleiten von
Stickstoff Perlen ausbildeten, die durch 15 minfitige
Bestrahlung mittels einer Hg-Hochdrucklampe polymeri-
siert wurden.

Die erhaltenen Perlen wurden in einem 100 ml Erlen-~
meyerkolben mit 20 ml 0,1 M Kaliumphosphat-Puffer,
(pH 8,0), 10 mM NADH 0,05 M Pyruvat-Na-Salz bei
30°C, 200 rpm, inkubiert.

Entnommene Proben wurden nach Verdiinnung photometrisch
auf die NADH-Abnahme gegen eine Blindprobe getestet.
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Nach 3 h war die gesamte Menge an NADH zu NAD oxidiert.
Die Initialgeschwindigkeit betrug 1,4 pMol/min.

© e

Beispiel 8

Immobilisierung von B&ckerhefe

100,0 g Polyethylenglykol mit einem mittleren Mole-
kulargewicht von 1.000 (Chemische Werke Hiils) wurde
mit 7,2 g Acryls&ure unter Zusatz von 0,92 g
p-Toluolsulfons&ure und 0,1 g Di-tert.-butylhydro-
chinon sowie 0,1 g p—Methoxyphenol in Toluol ver-

féstert..‘

"75,0 g des so erhaltenen Esters wurde mit 8,3 g Iso-

phorondiisocyanat unter Zusatz von 9 mg Desmorapid SO
umgesetzt.

5,0 g des polymerisierbaren Harzes wurde mit 0,1 g

-frgacure 651 (Ciba-Geigy) und 1,0 g Pufferldsung

'€0,01 M, pE 7) gemischt. Zu dieser L&8sung wurde eine
Mischung aus 13,7 g Bickerhefe (25 % Feststoffgehalt)
und 13,7 g Pufferldsung (0,01 M, pH 7) gegeben. Die

so erhaltene Mischung wurde nach Ausstreichen auf ein

Polyamidgewebe mittels einer Quecksilberhochdrucklampe

"belichtet, so daB ein fester Film entstand.

36 cm? des so grhaltenen Films wurden auf ihre NADH-
Oxidase Aktivitdt getestet. Dazu wurde der Film zer-

schnitten und in einem 200 ml Erlenmeyerkolben bis zu
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einem Endvolumen von 50 ml mit 0,05 M Kaliumphosphat-
pPuffer, pH 8,0, sowie mit 360 mg NADH (Grad I,
Boehringer Mannheim) versetzt und auf einer Rotations-
schiittelmaschine mit 200 rpm gegen eine Blindprobe
ohne immobilisierte Bdckerhefe bei 30°C inkubiert.

Die immobilisierten Hefezellen oxidierten NADH mit
einer Geschwindigkeit von 5,3 pMol/h, gemessen als
Mittelwert {iber 48 h. Diese Reaktion ist zur NAD-
Regenerierung mittels 0, in gekoppelten Enzymsystemen
verwendbar.

Beispiel 9

Immobilisierung von Bickerhefe

218,9 g Polyethylenglykol mit einem mittleren Moleku-
largewicht von 1.550 (Chemische Werke Hiils) wurde mit
9,8 g Acrylsdure unter Zusatz von 2,3 g p~-Toluolsul-

fonsdure, 0,23 g Di-tert.-butylhydrochinon sowie

0,23 g p-Methoxyphenol in Toluol verestert.

165,8 g des so erhaltenen Esters wurden mit 18,2 g
Isocyanatoethylmethacrylat (Dow Chemicals) unter 2Zu-
satz von 36 mg Desmorapid S0 umgesetzt.

9,0 g dieses polymerisierbaren Harzes wurden mit
90 mg Irgacure 651 gemischt und mit 2,7 g Phosphat-
puffer (0,01 M, pH 7) versetzt. Diese so erhaltene

L6sung wurde zu einer Mischung aus 20,0 g B&ckerhefe
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und 20,0 g Phosphatpuffer (0,01 M, pH 7) gegeben, da-
raus ein 500 pym dicker Film gezogen und durch Bestrah-

lung mittels einer Quecksilberhochdrucklampe polymeri-
siert,

36 cm? der so erhaltenen Folie wurden auf NADH-Oxidase
Aktivitdt getestet. Die zerkleinerte Folie wurde in

200 ml Erlenmeyerkolben bis zu einem Endvolumen von

50 ml mit 0,05 M Kaliumphosphat~Puffer, pH 8,0, sowie
mit 360 mg NADH (Grad I, Fa. Boehringer, Mannheim) ver-
setzt und auf einer Rotationsschiittelmaschine mit

200 rpm gegen eine Blindprobe der gleichen Zusammen-
setzung jedoch ohne immobilisierte B&ckerhefe bei 30°C
inkubiert. NADH wurde mit einer Geschwindigkeit von

7,4 pMol/h, gemessen als Mittelwert {iber 48 h, oxi-
diert.

Beispiel 10

Immobilisierung von Backerhefe

5,0 g des polymerisierbaren Harzes aus Beispiel 8
wurde mit 0,1 g Phenylglyoxylsdure und 1,0 g Puffer-
16sung (0,01 M, pH 7) gemischt. Zu dieser L&sung wurde

eine Mischung aus 13,7 g Bdckerhefe (25 % Feststoffgehalt)

und 13,7 g Pufferldsung pH 7 gegeben. Die so erhaltene
Mischung wurde anschlieBend in 200 ml einer Mischung
aus Paraffindl und Silicondl mit einer spez. Dichte
von 0,9 g/cm?® unter Rihren und Durchleiten von Stick-
stoff in Perlen zerteilt und mittels einer Queck-

silberhochdrucklampe polymerisiert.
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15 g dieser Perlen wurden in einem 200 ml Erlenmeyer-
kolben mit 50 ml 0,01 M Kaliumphosphat, pH 8,0,

1 mM NADH (Grad I, Fa. Boehringer, Mannheim) bei 25°C
auf einer Rundschiittelmaschine bei 230 rpm inkubiert.

Die NADH-Oxidase Aktivitdt der immobilisierten Hefe-
zellen wurde liber die Abnahme des NADH-Gehalts photo-
metrisch gegen eine Blindprobe ohne Hefezellen be-
stimmt.

15 g immobilisiertes Pr&parat besaB eine Aktivitit
von 0,24 U (1 U = 1 pMol NADH/min, oxidiert).
Diese Reaktion jist zur NAD-Regenerierung in ge-
koppelten Enzymsystemen anwendbar,

Beispiel 11

Immobilisierung von Bidckerhefe

9,0 g des polymerisierbaren Harzes aus Beispiel 9
wurden mit 90 mg Phenylglyoxylsfure gemischt und
mit 2,70 g Phosphatpuffer (0,01 M, pH 7) versetzt.

Diese so erhaltene L&6sung wurde zu einer Mischung aus
20,0 g Backerhefe und 20,0 g Phosphatpuffer (0,01 M,
PH 7) gegeben und daraus analog Beispiel 10 Perlen
hergestellt.

15 g feuchte Perlen wurden in einem 200 ml Erlen-

meyerkolben mit 50 ml 0,01 M Kaliumphosphat pH 8,0,
1 mM NADH (Fa. Boehringer, Mannheim) bei 25°C auf
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einer Rundschiittelmaschine, 230 rpm, inkubiert.

Aufgrund der photometrischen NADH-Bestimmung be-

saBén 1% g Perlen eine Aktivitidt von 0,14 U.

: Beispiel 12

Immobilisierung von Bickerhefe

10 g des polymerisierbaren Harzes aus Beispiel 13

wurden mit 4.0 g Phosphatpuffer (0.01 M, pH 7.0) ver-
setzt, sodaB eine LOsung entstand. Diese so er-

‘haltene L&sung wurde zu einer Mischung aus 17.5 g

Bickerhefe und 17.5 g Phosphatpuffer (0.01 M,

pE 7.0) gegeben. Dann wurde darin 0.2 g Ammonium-
persulfat aufgeldst und mit 0.2 g N,N,N',N'-Tetra-
methylethylendiamin versetzt. Nach intensivem
Durchmischen polymerisierte die LOsung nach wenigen
Minuten im Becherglas.

Der entstandene Block wurde in kleine Stiicke (unge-
f5hr 5% 5 x 3 mm) zerschnitten und auf NADH-Oxidase
Aktivitdt getestet, analog Beispiel 9. Dabei wurden
10 g des feuchten Polymerisats in den Test eingesetzt.
NADH wurde mit einer Rate von 19.3 pMol/h oxidiert.

' Als Kontrollversuch lief ein Parallelansatz gleicher

Zusammensetzung ohne immobilisierte Bickerhefe, bei
dem jedoch keine Abnahme des NADH-Gehalts festgestellt
wurde.

.o
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Beispiel 13

Immobilisierung von Protaminobacter rubrum

110,0 g des Esters aus Beispiel 9 wurden mit
7,4 g Isophorondiisocyanat unter Zusatz von 15 mg
Desmorapid SO umgesetzt.

5,0 g dieses so erhaltenen‘polymerisierbaren Acrylat-
harzes wurden mit 50 mg Irgacure 651 gemischt und
mit 2,0 g Phosphatpuffer (0,01 M, pH 7) versetzt,

so daB eine L&sung entstand.

Zur Produktion von Sucrose Mutase wird der Stamm
Protaminobacter rubrum (CBS 574.77) verwendet. Die
Néhrldsung besteht aus 5 % Dicksaft, 2 % Mais-
quellwasser und 0,05 % (NH4)2HPO4, der pH-Wert
betrdgt 7,2. Mit 1 ml einer Protaminobacter rubrum
Abschwemmung werden in einem 1 1 Erlenmeyerkdlben
200 ml N&hrldsung beimpft. Die Fermentation l&uft
15 h bei 31°C auf der Rundschiittelmaschine.

Mit dieser Vorkultur werden in einem 30 Liter Fer-
menter 20 Liter obiger N#hrl&sung angéimpft und

16 h bei 31°C fermentiert. Die Fermentationsl&sung
wurde durch Mikrofiltration um den Faktor 10 7
konzentriert. '

17,5 g dieser konzentrierten Fermenterldsung wurde

mit der obigen Acrylatharzl®sung vermischt und auf
ein Polyamidgewebe (Monodur PA 250 N, Verseidag-
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Industrietextilien GmbH) verstrichen. Nach Be-
strahlung f8r 15 Minuten mittels einer Queck-
silberhochdrucklampe entstand ein polyamidver-
starkter Film.

Zum Test der immobilisierten Protaminobacter rubrum
Zellen wurde deren Sucrose Mutase Aktivitidt gemessen.

.Hierzu wurden 36 cm? Folie in 50 ml 50 % Sucrose-L&sung
'pE,T,O, bei 30°C auf einer Rotationsschiittelmaschine

inkubiert und zu verschiedenen Zeiten Proben genommen.
Die Bestimmung des Umsatzes von Sucrose zu Isomaltulose
erfolgte per HPLC. Die Umsatzrate betrug 0,60 g/h
Sucrose, was 620 U/g Trockenzellen entspricht. 1 pMol/
min umgesetzte Sucrose entspricht 1 U.

Beispiel 14

Immobilisierung von Protaminobacter rubrum

Die Anzucht von Protaminobacter rubrum (CBS 574.77)
erfolgte analog Beispiel 13.

20 g des polymerisierbaren Harzes aus Beispiel 9
wurden mit 6 g Phosphatpuffer (0.01 M, pH 7.0) ver-
setzt. Diese so erhaltene L&sung wurde mit 180 g |
durch Mikrofiltration etwa um den Faktor 10 konzen-
trierten Protaminobacter Zellsuspension vermischt.
Nach Aufldsen von 0,4 g Ammoniumperoxodisulfat in
dieser Lbsung wurden 0,4 g N,N,N' ,N'-Tetramethyl-

ethylendiamin zugesetzt, gut durchgemischt und
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schnell in mehrere Schalen gegossen, sodaB die
Schichtdicke des ausgegossenen Materials etwa 3 mm
betrug. Nach wenigen Minuten setzte die Polymeri-
sation ein, die polymerisierten Scheiben wurden in
kleine Stilicke der Gr®B8e 5 x 5 x 3 mm zerschnitten und
in eine 500 ml S&ule gefiillt.

Nach Einstellen eines Durchflusses von etwa 90 ml/h
wurden bei 30°C 72 % der Sucrose einer 50 % Sucrose-
18sung zu Isomaltulose und Nebenprodukten umgesetzt.
Eine Erh8hung des Durchflusses auf 135 ml/h fiihrte zu
einer Abnahme des Sucroseumsatzes auf 52.7 $%.

Beispiel 15

Immobilisierung von Protaminobacter rubrum

Zur Produktion von Sucrose Mutase wird der Stamm Prota-
minobacter rubrum (CBS 574.77) verwendet, die Anzucht
erfolgte analog Beispiel 13,

10 g des in Beispiel 9 erhaltenen polymerisierbaren
Acrylatharzes wurden mit 3,0 g Phosphatpuffer (0,01 M,
pH 7) und 500 mg Irgacure (Ciba-Geigy) gemischt. 2Zu
dieser L8sung wurden 70 g einer durch Mikrofiltra-
tion konzentrierten Fermenterbriihe, die Protamino-
bacter rubrum Zellen enthdlt, gegeben und diese Mi-
schung in 460 g eines Silicon®les mit einer spez.
Dichte von 0,95 g/cm?® getropft. Durch intensives
Rithren und durch Stickstoffeinleitung wurde eine
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Zerteilung der obigen zellenthaltenden Mischung in
Perlen erreicht, die mittels 2 Quecksilberhoch-
drucklampen und 1/2-stfindiger Bestrahlung poly-
merisiert wurden.

6,0 g der so erhaltenen Perlen wurden in einem 200 ml
Erlenmyerkolben mit 50 ml 50 % Sucrose-L&sung, pH 7,0,
auf der Rundschiittelmaschine bei 230 rpm inkubiert.
Die Analyse der Reaktionsldsung erfolgte per HPILC.

Die immobilisierten Protaminobacter Zellen setzten
0,32 g/h Sucrose um.

Beispiel 16

Immobilisierung von Protaminobacter rubrum

Bie Anzucht von Protaminobacter rubrum (CBS 574.77)
erfolgte analog Beispiel 13.

110 g des Esters aus Beispiel 9 wurden mit 7,4 g
Isophorondiisocyanat unter Zusatz von 15 mg Des-
morapid S0 umgesetzt.

10 g des so erhaltenen polymerisierbaren Acrylathar-
zes wurden mit 4 g Phosphatpuffer 0,01 M, pH 7,0 und
500 mg 1,2-Diphenyl-2-hydroxy-3/N-(N-methyl)pyrrolid+
nium/-propan-l-on-methylsulfat und 35 g konzen-
trierter Fermenterbrlthe gemischt und zu 300 g eines
Silicondl-Paraffindl-Gemisches mit einer spez. Dichte
von 0,9 g/ém3 gegeben und analog Beispiel 15 Perlen
hergestellt.
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6,0 g der so erhaltenen Perlen wurden analog Bei-
spiel 15 mit 50 % Sucroseldsung getestet. Die immo-
bilisierten Protaminobacter Zellen setzten 0,69 g/h
Sucrose um.

Beispiel 17

Immobilisierung von Protaminobacter rubrum

Die Anzuchtvon Protaminobacter rubrum (CBS 574.77) er-
folgte analog Beispiel 13.

10 g des polymerisierbaren Harzes aus Beispiel 16 wurden
mit 4 g'Phosphatpuffer, (0.01 M, pH 7.0), und 35 g
konzentrierter Fermenterbriihe gemischt und darin 0,3 g
Ammoniumperoxodisulfat gel®8st. Diese Mischung wurde

in 2000 g eines Silicon®ls der Dichte 0,97 g/cm3?®, in
dem 0.3 g N,N,N',N'~Tetramethylethylendiamin geldst
waren, unter starkem Rithren eingetropft, so daB die
wé&Brige Mischung zu Perlen zerteilt wurde und inner-
halb kurzer Zeit polymerisierte.

Die gesamte Perlmasse wurde in eine 25 cm lange S&ule
des Durchmessers 2 cm gepackt, das anhaftende Silicondl
durch 50 % Sucroseldsung verdrdngt und die S&ule bei
45°C kontinuierlich betrieben.

Bei einem DurchfluB von 28 ml/h wurden 54.5 % der 50 %

Sucroseldsung zu Isomaltulose und Nebenprodukten umge-
setzt.
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Patentanspriiche

l.

Verfahren zur Immobilisierung von biologischem
Material durch EinschluB8 in polymerisierte Ver-
bindungen, dadurch gekennzeichnet, daB wé&Brige
L8sungen oder Dispersionen des biologischen Ma-
terials mit einer wdBrigen L8sung von gut wasser-
18slichen, hbhermolekularen, polymerisierbaren
Verbindungen, die zwei oder mehr polymerisierbare
funktionelle Gruppen pro Molek{il und ein Moleku-
largewicht ber 400 besitzen, gemischt werden
und die Mischung polymerisiert wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
daB eine wa&Brige Phase, die sowohl das biolo-
gische Material als auch hdhermolekulare, poly-
merisierbare Verbindungen enth&lt, in einer
zweiten, nichtwaBrigen Inertphase zu Perlen dis-
pergiert und diese perlfdrmige Wasserphase poly-
merisiert wird.

Verféhren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekenn4
zeichnet, daB eine wdBrige L®sung oder Dispersion
eines biologischen Materials mit einer wdBrigen
Ldsung von gut wasserl&slichen, h&hermolekularen,
polymerisierbaren Verbindungen, die zwei oder mehr
polymerisierbare funktionelle Gruppen pro Molekiil
und ein Molekulargewicht von tiber 400 besitzen, ge-
mischt wird und diese Mischung in einem fliissigen
inerten Medium zu Perlen zerteilt und polymerisiert
wird.
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Verfahren nach Anspruch 1 bis 3,dadurch ge-
kennzeichnet, daB als Inertphase insbesondere mit
Wasser nicht mischbare Stoffe wie aliphatische,
cycloaliphatische und aromatische Kohlenwasserstoffe
sowie Derivate derselben, Silicon®le, Paraffindle
bzw. auch Gemische derselben untereinander, ver
wendet werden.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 4 ,dadurch gekenn-
zeichnet, daB Perlen der mittleren Durchmesser
0,05 mm bis 5 mm, bevorzugt 0,2 mm bis 2 mm, be-~
sonders bevorzugt 0,5 mm bis 1,5 mm demgem&B her-
gestellt werden. '

Verfahren nach Anspruch 1 bis 5, dadurch gekenn-
zeichnet, daB das Gewichtsverhdltnis Wasserphase
zu Inertphase zwischen 1:1 und 1:20 liegt.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 6, dadurch gekenn-
zeichnet, daB die Zerteilung der wé&Brigen Phase zu
Perlen durch Rithren und/oder durch Durchleiten von
Inertgas oder durch Einsprithen der wéBrigen Phase
in die Inertphase erfolgt.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 7, dadurch gekenn-
zeichnet, daB ein radikalischer Polymerisations-

initiator und/oder ein radikalisches Polymeri-

. sationsinitiatorsystem und/oder ein Beschleuniger

zugesetzt wird.
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Verfahren nach Anspruch 1 bis 8, dadurch gekenn-

zeichnet, daB ein wasserldslicher radikalischer

Polymerisationsinitiator, insbesondere Ammonium-

peroxodisulfat und ein wasserldslicher Beschleuni-
ger wie N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin zuge-
setzt wird.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 9, dadurch gekenn-
zeichnet, da8 ein Photoinitiator zugesetzt wird und

die Polymerisation durch Bestrahlung erfolgt.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 10, dadurch gekenn-
zeichnet, daB die Polymerisation durch Bestrahlung
mit aktinischem Licht unter Zusatz von in der Inert-

phase schlechtl8sliche oder unl8slichen Photosen-
sibilisatoren erfolgt.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 11,dadurch gekenn-
zeichnet, daB das Gewischtsverhdltnis der wdBrigen
LOsung oder der Dispersion des biologischen Materi-
als zu der gut wasserldslichen polymerisierbaren
hdhermolekularen Verbindung bzw. deren wdBrigen L&-
sungen zwischen 1:1 bis 30:1, insbesondere zwischen
4:1 bis 20:1 liegt.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 12, dadurch gekenn-
zeichnet, daB die gut wasserl&slichen, hShermole-
kularen, polymerisierbaren Verbindungen aus Poly-
etherpolyolen, deren Hydroxylgruppen teilweise mit
ungesdttigten Carbonsduren verestert und zum ande-
ren Teil mit isocyanatgruppenhaltigen Derivaten
ungesdttigter Carbonsduren umgesetzt sind, herge-
stellt sind.
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Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet,

das

a) die Polyetherpolyole Polyethylenglykole mit
einem MW von 400 und gr6Ber sind,

b) die ungesdttigten Carbonsduren Acrylséure und/
oder Methacryls8ure sind,

c) die di- oder mehrfunktionellen Isocyanate Iso-
phorondiisocyanat, Toluylendiisocyanat, Hexa-
methylendiisocyanat, biuretgruppenhaltige Poly-
isocyanate und/oder Polyisocyanate, die aus der
Umsetzung von Diisocyanaten mit mehrwertigen Al-

koholen entstehen, sind.

Verfahren nach Anspriiche 1-12, dadurch gekenn-
zeichnet, daB die gut wasserl®sliche, hoher-
molekularen, polymerisierbaren Verbindungen aus
Polyetherpolyolen, deren Hydroxylgruppen teil-
weise mit ungesdttigten Carbonsiuren verestert

und zum anderen Teil mit di~ oder mehrfunktionellen

Isocyanaten umgesetzt sind, hergestellt sind.

Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeich-

net, das

a) die Polyetherpolyole Polyethylenglykole mit
einem MW von 400 und grdBer sind,

b) die ungesdttigten Carbons&uren Acrylsdure
und/oder Methacryls&ure sind,

c) die di- oder mehrfunktionellen Isocyanate Iso-
phorondiisocyanat, Toluylendiisocyanat,
Hexamethylendiisocyanat, biuretgruppenhal-
tige Polyisocyanate und/oder Polyisocyanate,
die aus der Umsetzung von Diisocyanaten mit
mehrwertigen Alkoholen entstehen, sind.
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Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, daB8 zur Immobilisierung
direkt Fermentationsbriihen, gegebenenfalls nach

vorhergehender Konzentrierung, verwendet werden.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, da8 Zellen oder Enzyme in
Gegenwart von Desinfektionsmitteln, Bakteriziden
oder Pungiziden immobilisiert werden, somit che-
misch sterilisiert in den Bioreaktor {iberfiihrt
werden und die Sterilisationsmittel vor Anlauf der
Reaktion aus dem geschlossenen, sterilen Reaktor-
system ausgewaschen werden.

Immobilisiertes biologisches Material erh&ltlich
nach einem der vorhergehenden Anspriiche.

Immobilisierte Protaminobacter rubrum Zellen
erhaltlich nach einem der vorhergehenden aAn-
spriiche.

Verwendung des immobilisierten biologischen
Materials nach einem der vorgehenden Anspriiche

zu Biotransformationen.
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